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ABSTRACT 
For the 1ast decade interest in the potentia1 for drugs to have proarrhythmic effects has 
increased substantially. Triggered activity initiated by de1ayed after depo1arization (DAD) is 
one of the causes that induce 1etha1 ventricu1ar arrhythmias. However， screening tests to in-
vestigate the potentia1 for proarrhytymic effect of drugs associated with triggered activity 
have not been estab1ished. Therefore， this study was performed to investigate the proar附
rhythmic effect of drugs on catecho1amine-induced tr百 lsientinward current (I TJ that 
causes DAD using the who1e cel patch clamp technique in guinea pig ventricu1ar myocytes. 
1soprotereno1， beta-receptor agonist， induced a sing1e phagic hi after repo1arization. Since 
ryanodine， sarcop1asmic reticu1um (SR) Ca2+ channe1 b10d臼r，abo1ished isoprotereno1-in-
duced hi without any effects on the L-type Ca2+ current (1ca， L)， isoproterenol-induced hi 
seemed to be caused by re1ease of Ca2+ from SR. 1 compared the effects of trapidi1， anti-
angina1 agent， on 1ca， L and hi with those of isoprotereno1 in order to screen for possib1e 
proarrhyhthmic action. Aithough a high concentration of trapidi1 increased 1ca， L as much as 
isoprotereno1， trapidi1 not on1y fai1ed to faci1itate 1Ti， but a1so suppressed isoproterenol-in鵬
duced hi・Thisarrhythmic mode1 may be a usefu1 too1 for estimating the potentia1 proar-
rhythmic activity of cardiovascu1ar and non-cardiovascu1ar drugs， 
(Accepted on November 1， 2002) 
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はじめに
心臓突然死の主たる原因は心室頻拍 ( ven-
tricu1ar tachycardia; VT) に引き続く，もしく
は特発性の心室細動 (ventricu1ar fibri1ation; 
vf) と考えられている.近年，抗アレルギー薬
のterfenadineD，astemizo1e2)，消化管作用薬の
cisapride3)など循環器疾患治療薬以外の薬剤によ
る致死的心室性不整脈の発生が相次ぎ報告され，
医薬品における催不整脈作用に関するスクリーニ
ングの必要性の認識が高まりつつある.前述の薬
剤による致死的心室性不整脈の報告は心電関上の
QT間隔延長がヲiき金となるtorsadede pointes 
(TdP)である1-3) そのQT間関延長の発生機序
として， QT間隔を規定するrapid1yactivating 
de1ayed rectifier K+ current (IKr)阻害作用が示
唆されているため4，5)，毘薬品の催不整脈作用を
スクリーニングする方法として， QT間陪延長作
用の有無とともに，ヒト心筋組織と類似したイオ
ンチャネルを有する種の心筋組織において， 1Kr 
をはじめとする心筋活動電位の再分極過程に関与
するイオンチャネルへの電気生理学的研究を行う
ことが勧められている6) 当教室においてもこれ
まで，消化管作用薬であるitopride，trimebutine 
の心筋細胞イオンチャネルへの影響を検討してき
た7，8) しかしながら，医薬品の催不整脈作用の
原因は単一ではなく，監薬品の催不整脈作用を検
討するうえで，心室筋細胞における活動電位持続
時間および、活動電位再分極相に関わるイオンチャ
ネJレへの影響のみでは不十分と考えられる.そこ
で，致死的心室性不整脈の発生機序の1つである
triggered activityの発生について薬剤の影響を検
討する必要があると考えた.
Triggered activityは心筋が正常に活動電位を
発生したことが引き金となって自動的，連続的に
心室筋細胞膜が脱分極することによるものであり，
de1ayed afterdepo1arization (DAD)とear1yafter-
depo1arization (EAD)の2つの異なる現象が先
行する9) このうちDADはtransientinward cur-
rent (ITJ 10)もしくはoscillatorycurrent 
(1os) 11)と呼ばれる一過性内向き電流，すなわち
心筋細胞内のCa2+過負荷により活性化される非
選択的陽イオンチャネル電流が主に引き起こして
いると考えられている.hiは虚血心，梗塞心，
肥大心筋など不全心における心筋細胞で認められ
る電流であり，いわゆる正常心筋細胞では観察さ
れない12) このため，医薬品においてこのhへ
の影響を検討する手段は確立されているとは言い
難い.そこで今回，成熟モルモット単離心室筋細
胞に戸受容体刺激薬であるisoprotereno1を用いて
hiを誘発する不整脈モデルを作製し，医薬品に
おける催不整脈作用を評価するスクリーニング法
の確立を試みた.さらにこの不整脈モデルを用い
て， phospodiesterase (PDE)阻害作用による冠
血管拡張作用を有し，虚血性心疾患患者に広く用
いられているtrapidi1についての検討を行った.
材料および方法
モルモッ卜心室筋細砲単離法
モルモット心室筋細胞はcollagenase処理する
既存の方法で単離した7，8) 雄性モルモット(体
重250-400g)にheparinsodium (500 units)及
び， pentobarbita1 sodium (50 mg/kg)を腹腔内
投与し全身麻酔を施した後に，速やかに心臓を摘
出した.心臓は冷却したCa2+-freeTyrode液に
て停止させた.その後 Langendorff潅流装置
に装着し，大動脈から擢流圧70cmH20で逆行性
に擢流した.最初にCa2+-freeTyrode液 50mL 
にて血液を洗浄し，続いてcollagenase (Sigma 
Type 1， 1.0 mg/mL)を含む酵素液で12分間瀧流
した.全ての潅流液は酸素にて飽和させ，3TC 
を保った.さらに心臓をCa2+-freeTyrode液 100
mLで潅流することにより醇素液を洗浄し， Lan-
gendorff擢流装置より取り外した.摘出心の左心
室及び右心室を切除し， Kraftbruhe (瓦B)液内
で細切し，提盈することにより細胞を単離した.
メッシュを用いて漉過した後，単離心室筋締胞は
常温下KB液にて保存し実験に供した13)
;濯流液組成 (mM/し)
正常Tyrode液の紐成はNaC1，140; KC1， 5.4; 
CaCb， 1.8; MgCh， 0.5; Na狂2P04'0.33; glucose， 
5.5; N-2-hydroxyethy1piperazine-N'-2-
ethanesu1fonic acid (HEPES)， 5.0; pH 7.4 
(NaOHで調整). 
Ca2+-free Tyrodeは上記正常Tyrode液からCa
C12を除したものを用い，酵素液はCa2+-freeTy-
rode液にcollagenase (Type 1， Sigma Chemica1 
Co， USA)を1mg/mL加えて作成した.
KB液の組成は potassiumglutamate， 70; KC1， 
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30; KH2P04， 10; MgCb， 1; taurine， 20; EGTA， 
0.3; glucose， 10; pH， 7.2 (KOHで調整)• 
電極内液の組成はpotassiumaspartate， 70; 
KCl， 50; KH2P04， 10; MgCb， 3; Na2-ATP， 3;
Li2-GTP， 0.1; HEPES， 5;pH， 7.2 (KOHで調
整)
電気生理学的検査とデータ解析
単離心室筋を倒立顕微鏡 (model IX -70， 
Olympus， ]apan)のステージ上に設置した記録
槽 (0.24 mL)に撒き，3TCに保ったTyrode液
を2mL/minで、瀧流した.単離心室筋の膜電流は
EPC-9電位田定用増幅器 (HEKA Electronic， 
Germany)を用い全細胞膜電位回定法 (whole 
cell patch clamp法)により記録した.Patch電
極は外径1.5 mm，内佳1.0mmのパイレックス
ガラス管 (model G-1. 5， Narishige， ]apan)を
徴小電樺作製装置 (model P-97， Sutter Instru-
ment Co.， USA)で作成し，前述の電極内液を入
れた状態での電極抵抗が2-4MQとなるよう調節
した.Liquid junctional potentialを10mVとし，
膜電位固定実験を行った.単離心室筋細胞の膜電
流の測定結果はanalog/digital converter (Pulse， 
HEKA Electronic， Germany )を通じてpersonal
computer (Power Macintosh G3 DT266， Apple， 
USA)にデジタルデータとして保存した.実験
終了後電流値の計iJ!1JはPulseFit software (HE-
KA Electronic， Germany)を用いていった.L型
Ca2+電流(Ica，L) はO電流レベルを基準に，脱分
極パルスを与えた際の最初の内向き電流のピーク
までを計測し， ITiは定常電流から脱分極パルス
終了後に発生した内向き電流のピークまでを測定
した.
薬品
Isoproterenol HCl (Nikken Chemical Co.， 
Tokyo， ]apan)はO.1 % ascorbic acid溶液で400
μM/Lに希釈し， ryanodine (Wako Chemical 
Co.， Osaka， ]apan) は蒸留水で400μM/Lに希
釈し40Cで暗所保存した.Trapidil (Mochida 
Pharmaceutical Co.， Tokyo， ]apan) は使用直前
に正常Tyrode液に溶解し用いた.
検定
Student's t-testにて有意差を検定した.
データは平均土標準誤差で示し， P < 0.05を
有意とした.
結果
長時間脱分極パルスにおけるIsoproterenollこよ
るIT;誘発
はじめに， isoproterenolによるhiの発生ならび
に電流竜庄関係に対する作用を検討した.細胞膜
静止電位を-40mVに保持し， 60 s毎に2sの脱
分版ステップパルス (0，+ 10， +20， +40 mV) 
を与えた(長時間脱分極パルスモデル).国1A及
び1Bは各電位における電流記録を重ね合わせて
したもので， control記録の後(図 1A) 
isoproterenolを30nM/Lの濃度で細胞外より5分
間持続的に作用させた (図1B).Controlの条件
下においても7細胞中1細胞のみで+40mVの高
電位への脱分極パルスを与えた後一16.52pAのhi
が発生した.Isoproterenol作用により7細胞中全
ての細胞でhiが発生した.図1Cに先行する脱分
極パルスの電位とそれに引き続く再分極パルス終
了後に発生したhiの大きさの関係(電流 電庄
曲線)を示す.図のように， hiは脱分極パルス
の電位依存性に増大した.Isoproterenolによって
発生した再分極後のhiは単一の内向き電流とし
て観察され，脱分極パルス時のような振動性電流
は認められなかった(図1B).図1Dに正常Ty輔
rode液の組成を低K+(0.54 mM/L)， 高Ca2+
(5.4 mM/L)溶液とした場合のhiの発生を示す.
縮胞外擢流液が低K+高Ca2+溶液の場合，
isoproterenol非作用下においても， hiの発生が認
められたが，脱分1張中および再分極後で誘発され
たhiはisoproterenol誘発hiと同様，脱分極パル
ス中では振動性電流がみられ，再分極後では単一
の一相性内向き電流として観察された (n= 3). 
Isoproterenol作用下で・の連続脱分極パルスによ
るによるIT;誘発
Isoproterenolはs受容体刺激により腸性変時作
用を有する.この作用を想定したisoproterenolに
よるh発生を検討するために短時間脱分極連続
パルスを用いた.すなわち，図2inset!こ示すよ
うに保持電位-40mVからomVへの持続時間500
msの脱分極パルスを0.5Hzの頻度で細胞に与え
(連続脱分極パルスモデル)，その際パルス毎に誘
発されたhを記録した.図2に0.5Hz，30連発
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図1.長時間脱分極パルスにおけるisoproterenollこよるITi誘発
保持電位 (-40mV)から60s毎に脱分極パルス (0，+10， +20， +40 mV)を与え
たときの実電流波形の記録宏示す.
A: Contr刀lにおいては長時間脱分極パルスによりhiは誘発されない.
B: Isoprotereno1 (ISP， 30 n抗/0によりh(矢印)が誘発される.
C: Contro1とisoprotereno1作用下でのhiの電流一電圧曲線を示す.
D:細胞外擢流液を低K+(0.54 mM/O高Ca2+(5.4 mM/O溶液 OowK+， high 
Ca2+)とした場合， isoproterenol非作用下でもhは誘発される.
BおよびDで‘は再分極後のhiのみならず脱分極パルス中に振動性電流を認める.
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図2.連続脱分極パルスにおけるisoproterenolによるITi誘発
Insetlこ示すように，保持電位-40mVからomVへの持続時間500msの脱分極パル
スを0.5Hzの頻度で与えた時に得られる実電流波形の記録をA，Bfこ示す.
A: Contr叫においては連続脱分極パルスによりh;は誘発されないが (0~30発の重
ね合わせ)， isoproterenol (ISP， 30 nM/Uによりhiが誘発される. (33， 40， 
50， 60発自の実電流波形の重ね合わせ記録を示す.) 
B:各脱分極パルスに対するhi値を示す.図の下の波線，実線はcontrol及び
isoproterenol作用の時間経過を示す.
脱分極パルスを与えた1実験例を示す.図2Aは
isoproterenol作用前 (control)と作用時 (ISP)
の実電流の重ね合わせ記録を示し，国2Bに
isoproterenol作用前及び、作用時の各パルスにおけ
るhiの大きさをプロットした.図から明らかなよ
うにcontrolでは30連発の脱分極パルスを与えても
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図3.長時間脱分極パルス (Iongpulse)と連続税分極パルス (con-
tinuous pulse)で、のisopoterenol誘発ITi値の比較(同一細胞に
よる比較，n =6) 
hiは発生しなかったのに対して， isoproterenol作
用下で、はhiが誘発された.この際，刺激回数が
多くなると誘発されるhiは増大する傾向が認め
られたが，誘発されたhiは全て単一のー相性内
向き電流であり，振動性電流は観察されなかった.
この結果は，他の4例の実験でも同様で、あった.
長時間脱分極パルスモデルと連続脱分雄パルス
モデルにおいて誘発されたhiの電流値を比較し
た(図3). それぞれのモデルでのhiの最大値，
すなわち長時間脱分極パルスモデルでは+40 
mVから-40mVへ再分極させた後に発生したhi
L 連続脱分極パルスモデ、ルにおいては30連発中
最も大きいhiを計測し，計測した電流値 (pA)
を各細胞容量 (pF)で除したもの (pA/pF)を
比較した.長時間脱分極パルスモデルと連続脱分
極パルスモデルとの問にはl'fiの大きさに有意差
は認められなかったが，連続脱分極パルスモデル
のhiが大きい傾向があった.長時間脱分極パル
スモデルにおいては脱分極パルス中に見られる振
動性電流の影響も否定できないと考え，以後の実
験は連続脱分極パルスモデルにより，底薬品の
l'fi発生に関する催不整脈作用及び， isopr悦 erenol
との相互作用を評価することとした.
Isoproterenol誘発ITiは筋小胞体からのCa2+遊離
が関与する
hiは細胞内Ca2+過負荷により引き起こされ，
その細胞内Ca2+負荷に筋小胞体 (SR)からの
Ca2+遊離が原困の 1っとして考えられている 14)
連続脱分極モデルにおいてもisoproterenol誘発hi
がSRからのCa2+遊離に関連していることを確か
めるために， SRのCa2+-releasechannel blocker 
であるryanodineを用いて検討した.図2で京した
プ口トコーlレを用い，同様に0.5Hzの連続脱分
櫨パルスを与えたl実験例!を図4Aに示す. Con嶋
trolで、は20連発の脱分極パルス中にhiの発生は認
められなかったが， 30 nM/L isoproterenolによ
りhiが誘発され，その振幅は徐々に増大した.
lsoproterenolと同時に細胞外より 100nM/L 
ryanodineを作用させると誘発されたhiはほぼ完
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函4.Isoproterenol誘発IT;!こ対するryanodineの作用
A止:連続脱分極パjルレスモデルにおけるc∞O∞ntr叫， isoproterenol作用時 CISP)，及ひ、ryano-
dine追加投与時(ISP+RYA)の実電流を示す.Isoproterenolによりhiは誘発され，
ryanodineによりhiはほぼ完全に抑制される.各電流記録直前(左)の短い線は電流値O
レベルを示す
B:各脱分極パルスにおけるhdl疫を示す.閣下部の波線及び直線は国2と同様各薬剤作用
の時間経過を示す.
-1.0 
Isoproterenol単独投与時とryanodine作用下にお
いて， ICa. LIこは有意な差は認められなかったが，
ryanodineによりhiは有意に抑制された. 5例中3
例において hiは完全に抑制され，平均では
99.6ごと 0.2%の抑制であった.
PDE阻害作用を有するtrapidilはITiを誘発しない
全に抑制された.再び、isoproterenolのみ作用させ
ると，より大きなhiが誘発された.図4Bに脱分
極パルス毎のhiをプロットした.同様の結果が4
例の実験で得られた.図5にisoproterenol及び、
ryanodine作用時のICa.Lとhiの電流値の平均を
示す.hは20連発中の最大値を計測した.
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図5.Isoproterenol及びryandine追加投与蒔のIca，L値とITi値の比較
A: Isoproterenol単独投与時 CISP)とryanodine追加投与時 CISP+ RYA) Ica， L値の
比較 (n=5).ICa， Lについて有意差は認められない.
B: Ryanodineによりisoproterenol誘発hiは有意に抑制された (n君 5，*p< 0.05 
vs ISP ) 
Ryanodineがisoproterenolによりi曽加したIca，L 
に影響を与えることなく， hのみを抑制した結
果より， hi発生にはL型Ca2+チャネルからのCa2+
流入とそれによりトリガーされるSRからのCa2+
遊離，すなわちCa2+-induced Ca2+ releaseが関
わることが確認された.この結果に基づいて，
Ca2+電流の増加作用が報告されているphos-
phodiesterase (PDE)阻害薬であるtrapidiF5)を
用いてhi誘発に関して検討した.上記の連続脱
分極パルスモデルを用い，同一細胞に30nM/L 
isoproterenol作用させた後，細胞外より1mM/L 
trapidi1のみ投与し同様に膜電流を記録した.図6
A~こコントロール， isoproterenol単独投与，及び
trapidil単独投与時の膜電流の重ね合わせ記録を
示す.30 nM/L Isopr叫 erenol単独投与によりhi
が誘発されたが， trapidil単独投与ではhiは誘発
されなかった.国には宗していないがtrapidil単
独投与後，再び、isoproterenol単独投与すると同様
にhiが誘発された.図6B，Cに5細胞例での
isoproterenol単独投与とtrapidil単独投与の場合
の， Ica， Lとhiを示す.Ica， Lに関しては両薬剤間
に有意義は認められなかった.しかしながら，
isoproterenolにより5例中全ての細胞においてhi
が誘発されたのに対し (-2.7土0.6pA/pF， n = 
5)， trapidil単独投与では5例中l例にのみ徴弱な
hi (一0.17pA/pF)が誘発された.このことから
少なくともtrapidilにはhi誘発による催不整脈作
用を有さないと考えられた.
Isoproterenol誘発ITiはtrapidilにより抑制される
次にisoproterenolによるF受容体刺激とtrapidil
によるPDE阻害作用の相互作用を検討するた
めに，連続脱分極パルスモデルにおいて，
isoproterenol投与後， trapidilを追加投与し膜電
流変化を記録した.国7Aは，コントロール，
isoproterenol単独投与，及びisoproterenol作用下
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図6.trapidilはIT;を誘発しない
A: Contro1 (0)， isoprotereno1 (・;ISP)， trapidil (口;TRA， 1 mM/L)作用時
の実電流を示す.
B: Isoproterenol単独 CISP)及ひ'trapidil単独投与時 (TRA)のIca，l.値の比較.開群
聞に有意差は認めない (n=5)
C: Isoproterenol単独 OSP)及び、trapidil単独投与時 (TRA)のhi値の比較.
Isoproterenolによりhiが誘発されるが， trapidilでは誘発されない (n苫 5，*p< 
0，05， vs ISP). 
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園7.trapidilはisoproterenol誘発ITiを抑制する
A: Control (0)， isoproterenol (・;ISP) ，及び1mM/L trapidil追加投与時(口;
ISP+TRA)の突電流波形の重ね合わせ記録を示す.
B: Isopr吠 erenol単独 CISP)及びtrapidil追加投与時 (ISP+TRA)のICa，L値の比較.両
群聞に有意差はない (n= 5). 
C: Isoproterenol単独 (ISP) 及ひ~trapidil追加投与時(ISP+TRA) のhi値の比較.
Isoproterenolにより誘発されたhは， trapidilにより抑制された (n=5，*p<O.05). 
に1mM/L trapidilを追加投与した際の膜電流
変化を示す. 30 nM/L isoproterenol投与によ
り有意にICa.Lは増加し hiが誘発された.
1 mM/L trapidilを細胞外より追加投与する
と， isoproterenolにより増加したIca，Lに対しては
明らかな作用を示さなかったが， isoproterenolに
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より誘発されたhiはtrapidilにより抑制された.
図7B，Cは5細胞で、のtrapidilを追加投与した場合
のisoproterenol存在下での1ca，L，及びTfiに対する
作用を示す. 1ca， Lに有意差は認めないものの
(図7B)，hiはtrapidil追加投与により王子均92.2土
3.2% (n口 5)抑制された(閤7C).特に5例中2例
においてはtrapidilによりhiが完全に抑制された.
このtrapidilのisoproterenol誘発hitfn制作用は図4
に示したryanodineのそれに類似していると考え
られた.
考察
非循環器作動薬による副作用のlつとして致死
的心室性不整脈であるTdP発生の報告が多くなさ
れてきているH) そのため，循環器作動薬を含
む医薬品のもつ催不整脈作用が注呂されている.
致死的心室性不整脈の発生機序として薬剤による
QT間踊延長が関与しているとされ，法薬品の能
不整脈作用を検討するうえでもQT間隔延長作用
の有無が重要視されている16) そのスクリーニン
グ法として，心電図上のQT間隔を規定する，心
筋細胞活動電位の再分極過程に関与するイオンチ
ャネルの分布が，ヒト心筋と鎮似した動物種の心
筋細胞を用いて，薬剤のそれぞれのイオンチャネ
ルに対する作用を電気生理学的に検討する方法が
勧められている.また薬剤誘発QT間関延長作用
が，心筋活動電位での再分極過程に関与するイオ
ンチャネlレの内，特にdelayedrectifier K+ chan-
nel (1K) 姐害によるとの報告から， human ether 
-a-go-go related geneやKCNQlとKCNElとL、
った1K channelの遺伝子導入を施した細胞で，
HERG-1Kr電流やKVLQTl+minK-1Ks電流を検
討するスクリーニング法が確立されている 16，17) 
しかしながら致死的心室性不整脈の発生機序は
QT間隔延長のみでなく，心筋が正常な刺激低導
により活動電位を発生したことが引き金になり，
自動的に連続的な心筋細胞膜の脱分様がおこる
triggered activityの出現も致死性不整脈の発生機
序の1つとして重要視されている.底薬品の催不
整脈作用の有無について，前述のごとく QT間隔
延長に着目したスクリーニング法は確立されてい
るもののtriggeredactivityの発生に関するスク
リーニング法は未だ充分検討されてはいない.
Triggerd activity は不全心において， DADと
EADの2つの異なった現象が引き金となり9)
EADは心筋細胞の活動電位中に起こり，活動電
位中のL~Ca2+チャネルの再活性化によって引き
起こされると考えられている18) EADはQT間関
延長とのかかわりが深く， TdP発生の原因とな
る16…18) 一方， DADは心筋細胞の活動電位終了
後に出現し9)，主としてhiもしくは105と呼ばれる
電流によって引き起こされる10，11). hiは心筋細
胞内Ca2+過負荷を反映する電流であり，細胞内
Ca2+過負荷の状況で頻脈時に引き起こされる19)
DADは特に摂塞心，肥大心など不全心において
認められる19.20) 本研究はhiに控目し，涯薬品
におけるDAD発生による催不整脈作用を検討す
るスクリーニング法の確立を試みた.
これまで心筋組織もしくは心筋細胞を用いた膜
電位国定実験においては， hi誘発 lこは ~lで、示し
たような細胞外潅流液に低K+高Ca2+溶液を用い，
長時間脱分極パルス，もしくは連続脱分極パルス
をもちいる方法や2l，2)，高濃度のジギタリスを
作用させ， Na+ポンプを阻害させることにより細
胞内Ca2+過負荷を惹起させる方法l，m，もしく
はSRへのCa2+の取り込みと遊離を増加する
caffeineを作用させるなど様々な方法が試みられ
ており24.25)， hi誘発とともに細胞内Ca2+過負荷
の程度を評価する方法として確立されてい
る26，27)これらの方法はいずれも病的状態を引
き起こしhiを誘発している.しかしながら医薬
品のhiの発生や1'fiへの作用を評価するスクリー
ニング法として用いるには，匿薬品の作用がhi
を引き起こしている病的状態、によって何らかの修
飾が加わり，本来の薬理作用を評価するには適さ
ないのではないかと考えた.hiが病的状態で、の
み認められる電流ではあるが，この電流に対する
医薬品の薬理作用を検討するスクリーニング法は，
簡便かつ生理的状態に類似した状況下での方法が
より有用と考える.この病的状態でおこるhiへ
の生理的状態に近い状況下での薬理作用評価とい
う相皮する点を克服するため，心筋細胞の膜電{立
国定実験において，細胞外瀧流液のイオン組成は
生理的状況下を想定したTyrode液を用い， ，3受容
体刺激作用を有するisoproterenolとの比較，もし
くはisoproterenolとの棺互作用の観点から，医薬
品の催不整脈作用を検討することとした.
1soproterenolなどのcatecho laminesによる戸受
容体刺激はGTP結合蛋白の一種であるGsを、活性
化し，細胞内セカンドメッセンジャーである
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cAMPを増加させる.これに伴い機能性調節蛋
白リン酸化が起こり， ICa. LおよびSRへのCa2+
の貯蔵とSRからのCa2+の遊離が増加し，結果
的に細胞内Ca2+過負荷が惹起されることから，
catecholaminesはhiの増悪国子と考えら
れているお CatecholamineのDAD発生に関す
る龍不整脈作用については虚血心において報
告されている19) しかしながら，正常心室筋に
おけるcatecholamineによるDAD誘発の報告は
様々である. Dangmanらは正常心室筋では
norepinep加ineによりDADは誘発されず，梗塞
周囲の心筋のみに誘発されると報告しているが29)， 
正常心筋においてもcatecholamine刺激により，
DADは誘発されうるとの報告がある30寸2) Priori 
らはイヌ単離心室筋細胞においておoproterenolに
よるEAD，DADの誘発を報告している32) 彼ら
の報告によるとおoproternolは 1~10 nM/Lの低
濃度では心室筋細胞のAPDを延長し，かつEAD
を発生させるが， 100 nM/L以上の高濃度では
APDを短縮し， DADを誘発するという2相性の
催不整脈作用を持っている.生体内でcatecho1a句
mine濃度に基づいて作用の違いを評価すること
は，局所におけるcatecho1aminei農度の差や受容
体数に影響されるため閤難であると思われるが，
in vivoの研究において，左星状神経節の電気刺
激により再分極時聞が有意に短縮することからお)，
心室筋細胞のAPDを短縮させる100nM/L程度
のisoproterenolは，生体内における最大アドレナ
リン作用に相当すると考えられている:J2)本研究
によりisoprotereno1が最大アドレナリン作用に相
当する濃度100nM/L以下の30nM/Lの比較的低
濃度でも，正常心室筋細胞においてDADを誘発
し，能不整脈作用を有することが明らかとなった.
本研究では， Isoprotereno1によるhiの発生に
SRのCa2+取り込みと遊離が関与していることが
確認できた.心筋細胞では活動電位の脱分極相に
おいて， L型Ca2+チャネルを介してCa2+が細胞内
から流入し， SRからCa2+の遊離が起こるため，
長時間の脱分極はSRのCa2+過負荷を引き起こす
ことになる34) 図1に示す長時間脱分極モデルに
おいてコントロールでは脱分極パlレス時に振動性
電位は認められなかったが， isoprotereno1により，
税分撞パルス時に振動性電位が誘発されている.
これはisoprotereno1による戸受容体刺激が脱分様
中のSRからのCa2+遊離を増加しているためと考
えられているお 36) 連続脱分極パルスモデ、ルに
おいては，脱分極時にはisoprotereno1作用下であ
っても，按動性電位は誘発されない.しかしなが
ら，閣3に示したように，再分極させた時に誘発
された単一波hiがSRのCa2+-re1ease channe1 
b10ckerであるryanodineによりほぼ完全に抑制さ
れた結果からも， isoprotereno1はSRからの遊離
とSRへのCa2+取り込みを増加することによりhi
を誘発させることが示唆される.
hiの発生やその大きさ，頻度には細胞内Ca2+
濃度が影響していることは明らかで，事実，今回
示さなかったものの，電極内液に0.3mM/L 
EGTAを加えた場合には， hiがまったく誘発さ
れないことからも確認される.このため，図lの
長時間脱分極モデルの脱分極中に見られるように，
ITiは膜電位を回定していても細胞内Ca2+濃度が
振動するのに伴い振動性に膜電流が変化すること
が特徴である10，36， 37). hiへの薬理作用を評価す
るうえでこの振動性電流を評価するには，大きさ
のみならず，その向きや出現までの時闘を評価し
なければならず，困難である.長時間脱分極パル
スモデルにおいても，再分極時に出現したhiは
単一波であるが，脱分極パルス中に出現する振動
性電流の影響を否定できないと考えた.一方で，
連続脱分極パルスモデルにおいては脱分極パルス
中には振動性電流は認められず，再分極パルス時
に誘発されたhiは常に単一波であり，評価が容
易であるように思われた.このように連続脱分極
モデルでは，脱分極中に掠動性のhiは誘発され
ず，再分極時のhiが単一波で、あるばかりか，そ
の振1属が長時間脱分極モデルの場合よりも大きい
傾向があったことより， hiへの薬理作用を容易
に評価できる可能性があると思われた.又，
DADが頻脈時に出現することも考慮すると，連
続脱分極モデルの方がより生体での状況に似てい
ると考えられる.
Isoprotereno1によるhiの誘発がIca，Lの増大とそ
れに引き続くSRからのCa2+遊離であることが確
認できたことより， ICa.Lを増大する薬剤は細胞内
Ca2+濃度を上昇させ， DADを誘発する可能性が
あると考えられた.本研究に用いた狭心症治療薬
として用いられているtrapidilは， PDE阻害作用
を有し， Kotakeらにより家兎洞房結節において
Ca2+電流の増大が報告されているが15)，hiへの
作用は不明である.図6に示すように，連続脱分
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様モデルにおいてtrapidi1はhiを誘発することは
なかった.さらに図7ではtrpidi1はisoprotereno1
誘発hiに対する抑制効果を有することが明らか
となった. ICa. Lについては単独投与および
isoprotereno1作用下であっても有意な差は認めら
れず， trapidi1には細胞内Ca2+過負荷に対する何
らかの防御作用を有する可能性があると考えられ
る.このtrapidi1の細胞|持Ca2+過負荷抑制作用の1
っとして， isoprotereno1により増大したICa，Lと誘
発されたhilこ対するtrapidi1の作用はryanodineの
それと類似していることから， trapidi1はSRから
のCa2+遊離に関わっている可能性も考えられる.
しかしながらhi発生にはSRからのCa2+遊離だけ
でなく，非選択的陽イオンチャネル14) Na+ / 
Ca2+交換機構， Ca2+依存性Cl電流が関わってい
るとされるため23，34) これら他の関子について
の作用を検討する必要があると考えられる.しか
しながら，少なくとも，本研究で;trapidilのDAD
に関するarrhythmogenicactivity については，
isoprotereno1によるITi誘発不整脈モデルを用いる
ことにより評価可能であった.すなわち，
trapidilはICa，Lを増大させるにも関わらず， DAD 
を誘発せず，加えてcatecho1amineによるDADに
対して抗不整脈作用を有する可能性が示唆された.
Isoprotereno1によるhi誘発不整脈モデ、jレは，
匿薬品のもつDADに対する不整脈作用を検討す
るスクリーニング法となりうる可能性があると考
えられた.本研究においては30nM/Lの比較的
低濃度のおoprotereno1を使用し， hi誘発不整脈モ
デルを作製した.梗塞心や肥大心などの不全心に
おいては組織catecho1amine濃度の上昇が認めら
れており，この比較的低濃度isoprotereno1による
不整脈モデ、ルは，不全心の環境の一面を顕わして
いるとも考えられ，今後，循環器疾患治療薬の催
不整脈作用の検討や，抗不整脈薬の薬理作用評価
に有用であると考えられた.
結論
Isoprotereno1はモルモット心室筋細胞において，
比較的低濃度でもDADの原因であるhiを誘発し
た.連続脱分極パルスによって誘発されるhiは
振動性を認めず，h;の発生にはSRからのCa2+遊
離が関与していた.抗狭心症治療薬として用いら
れているtrapidi1はhiを誘発しないだけでなく，
isoprotereno1によるITiの誘発も抑制した.
Isoprotereno1によるhi誘発不整脈モデルは，監
薬品の不整脈作用を検討するスクリーニング法に
有用である可能性がある.
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